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Definizione di RNA interference
• L’RNA interference (RNAi) è un fenomeno di silenziamento post-trascrizionale 
dell’espressione genica (PTGS)-> Knockdown dell’mRNA
• È basato sull’attivazione di un processo di degradazione sequenza-specifico dell’RNA 
citoplasmatico (maturo).
• Meccanismo di silenziamento genico conservato ed applicabile in protozoi, nematodi, 
insetti, piante, funghi e mammiferi
FUNZIONE:
I ruoli biologici dell’RNAi sono molteplici: difesa da patogeni ad RNA (siRNA), da 
elementi genetici mobili come trasposoni (piRNA), regolazione dell’espressione 
genica endogena (miRNA), modulatore dei processi di sviluppo embrionale (miRNA), 
azione (epigenetica) sul patrimonio genico (siRNA, piRNA).
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RNA interference, short interfering RNA, microRNA; citazioni annue
RNAi siRNA miRNA
source:  ISI WEB of knowledge 2007
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premi nobel 2006
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i mello & i fire
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regolazioni post-trascrizionale mediate dall’appartato RNAi
sRNA regolativi endogeni
CRISPRs
6S RNAs
EFFETTORIRNA REGOLATIVI
dsRNA esogeno/parassitico
trascritti complementari
esiRNA endogeni
degradazione sequenza-specifica mRNA target
complementari e di trascritti passasiti
silenziamento di trasposoni ed elementi mobili
silencing eterocromatina (RITS) 
siRNA 19-23 bp
complementarità perfetta
*amplificazione
DICERs, AGOs, siRISC,  *RdRPs, *SAGOs
microRNA regolativi endogeni
mirtroni
Inibizione della traduzione del mRNA target
alcuni casi di induzione della sintesi proteica 
miRNA 19-25 bp
complementarità imperfetta
mismatch rispetto a target 
Microprocessor,DICERs, AGOs, miRISC, 
CCR4-CAF1-NOT, XRN1, Gw182, DCP1/DCP2, etc
RISULTATO
sRNA, Hfq, RNase III, RNase E
proteine Cas, CRISP RNAs
RNA pol
regolazione post-trascrizionale mediata da piccoli RNA in batteri
piRNA e repeat-associated rasiRNA degradazione sequenza-specifica 
di trascritti passasiti
silenziamento di trasposoni ed elementi mobili
nel genoma delle linee germinali 
regolazione decay di mRNA materni nell’embrione di 
Drosoophila (developmental patterning)
piRNA 24-30 bp
complementarità perfetta
ping-pong amplification loop
senso e anitsenso
PIWIs, AGOs, 
repressione o induzione della traduzione del mRNA target
degradazione di DNA esogeno
regolazione trascrizionale 
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RNAi timeline
1995 - Guo e Kemphues notano che RNA senso sono efficienti quanto gli antisenso nella soppressione dell’espressione genica in C. 
elegans.
1997 - Cogoni e Macino isolano mutanti di Neurospora crassa difettivi per il ‘quelling’, un fenomeno di silenziamento post-trascrizionale 
indotto da trasposoni, simile all’RNAi.
1998 - prima descrizione del fenomeno dell’RNA interference (RNAi). Fire e Mello iniettano dsRNA in C. elegans  inducendo un 
silenziamento genico sequenza-specifico.
1999 - il laboratorio di Mello comincia a dissezionare geneticamente il fenomeno dell’RNAi, identificando rde-1, un gene che codifica per 
un omologo della famiglia Argonaute, conservata nel regno vegetale e animale.
2000 - Zamore e colleghi scoprono il processamento di lunghi dsRNA a carico di una attività RNasica di tipo III in piccoli frammenti dsRNA 
di 21-23 nucleotidi (siRNA) in estratti cellulari di Drosophila.
2001 - clonaggio di DICER, una RNasi III evolutivamente conservata, alla base dell’RNAi.
2001 - il laboratorio di Tuschl descrive per la prima volta l’RNAi in cellule di mammifero.
2003 - vari laboratori riportano come la trascrizione di piccoli RNA a forcina (short hairpin shRNAs) induca silenziamento specifico in 
mammiferi. Primi report di applicazioni terapeutiche dell’RNAi in topo.
2004 - primi report sul coinvolgimento dell’RNAi in fenomeni di silenziamento della trascrizione e modificazioni della cromatina.
2004 - la Acuity Pharmaceuticals annuncia l’entrata in fase I del trial per un farmaco siRNA contro una malattia degenerativa (age-related 
macular gegeneration).
2006 - Fire e Mello vincono il Premio Nobel per la medicina. 
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modello per l’RNAi 
a carico di short interfering RNA (siRNA)
secondary siRNA amplification loop
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1993 - scoperta del primo RNA regolativo lin-4 in C. elegans.
2000 - scoperta di let-7  un piccolo RNA che regola lo sviluppo in C. elegans.  
2001 - i laboratori di Bartel, Tuschl e Ambros pubblicano congiuntamete su Science la scoperta di  una estesa classe di piccoli RNA con 
ruolo regolativo in C. elegans, chiamati microRNA (miRNA).
2001 - scoperta di microRNA in piante.
2001 - Fire e Mello mostrano come geni e meccanismi dell’RNAi sottendano l’azione regolativa dei microRNA lin-4 e let-7 in C. elegans, e 
propongono l’esistenza di un apparato comune che media la sia la risposta a dsRNA esogeni sia la regolazione da RNA endogeni
2002 - il laboratorio di Croce scopre che miR-15 e miR-16 sono deleti o scarsamente espressi nella maggioranza di leucemie linfocitarie, 
dimostrando il coinvolgimento di microRNA nell’insorgenza di tumori.
2003 - la possibilità di silenziamento in vivo di miRNA con ‘antagomirs’, apre nuove opportunità per applicazioni biotecnologiche.
2005 - Evidenze sperimentali della presenza di componenti RNAi (RISC e miRNA) in foci citoplasmatici specifici e discreti, chiamati P-
bodies, preposti a deadenilazione, decapping e degradazione di mRNA non tradotti.
microRNA timeline
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modello per l’inibizione della traduzione 
a carico di microRNA (miRNA)
• importantissime  funzioni regolative nello 
sviluppo, proliferazione, ematopoiesi, 
apoptosi, carcinogensi
• alcuni miRNA sono molto conservati
•centinaia forse migliaia di miRNA nel 
genoma umano
• processo in alcuni casi reversibile
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piRNA difendono il genoma delle linee germinali da elementi mobili
modello di ping-pong loop PIWI/Aub-Ago3 (antisenso-senso)
Il locus flamenco di Drospohila come 
archetipo di cluster genomico di piRNA 
che controlla trasposoni nella linea 
germinale.
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applicazioni dell’RNAi
Ricerca biologica
- definire funzioni geniche (alternativa al knockout, reverse genetics) 
- definire pathways biochimiche (in associazione ad array)
Trattamenti terapeutici (terapia genica)
- cancro 
- infezioni virali 
- infezioni da parassiti 
- malattie neurodegenerative 
- malattie geniche dominanti
Applicazioni biotecnologiche
- es piante transgeniche resistenti a nematodi e insetti
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Knock OUT vs Knock DOWN
Knock out Knock down
delezione del gene (DNA) abbattimento del messaggero (mRNA)
Effettori:
RNA antisenso
ribozimi
non-coding regulatory RNAs
RNAi
Effettori:
ricombinazione
mutagenesi sito specifica
trasposizione
CRISPR (Cas9)
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RNAi - modalità di somministrazione siRNA
Nature Biotechnology  21, 1457 - 1465 (2003) 
siRNA sintetici
- sintesi chimica di nucleotidi ad RNA
- trascrizione in vitro di corti RNA
- trascrizione in vitro di lunghi RNA seguito 
da taglio con RNAasi III
relativamente semplice
si presta a screening high-throughput 
abbastanza costoso
effetti transienti
siRNA (shRNA) vectors
- plasmidi
- vettori virali
costruzione laboriosa
possibili complicazioni per integrazione 
random 
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1984 - prima descrizione delle funzioni regolative di un piccolo RNA batterico capace di inibire la traduzione.
1997 - viene isolato un piccolo RNA oxyS  indotto da stress ossidativo che funge da regolatore pleiotropico tramite repressione post-
trascrizionale di rpoS in E. coli.  
2002 - dimostrazione che Hfq, un regolatore pleiotropico batterico post-trascrizionale, promuove e stabilizza l’interazione di piccoli RNA 
regolativi (sRNA) con mRNA target.
2002 - il laboratorio di Gottesmann dimostra che un sRNA regola l’espressione di geni coinvolti nel metabolismo del ferro in E. coli.
2003 - virulenza e quorum sensing di Vibrio harveyi e Vibrio cholerae sono controllati da Hfq e molteplici sRNA.
2005 - scoperta che i meccanismi di destabilizzazione e degradazione di mRNA target in seguito ad interazione con sRNA dipendono da 
RNasi E e RNasi III.
2008 - il sistema CRISPR limita il trasferimento genico orizzontale in Staphylococcus agendo sul DNA esogeno
2009 - evidenza che alcuni sRNA possono agire intracistronicamente per promuovere la degradazione di mRNA target.
bacterial sRNA timeline
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Leitmotiv
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quelling nel fungo Neurospora crassa
In Neurospora crassa l’introduzione di un transgene albino-1 (al-1) causa il 
silenziamento del gene omologo endogeno codificante una proteina del pathway 
biosintetico dei carotenoidi;
Il segnale è diffusibile in quanto si propaga in aschi eterocariontici
QUELLING: fenomeno in cui un transgene causa la soppressione sia del gene endogeno che esogeno
wt  al-1 wt + transgene al-1
Romano and Macino, 1992
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quelling requires homology to transcribed region and is methylation independent
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Il quelling non inficia la trascrizione del gene silenziato
RNase protection assay for sense al-1 transcripts in quelled strains
1. wt al-3 probe
2. wt al-3 + al-1 probes
3. quelled al-3 + al-1 probes
4. wt al-1 probe
5. undigested al-3 probe
6. undigested al-1 probe
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la presenza di un trascritto senso associata al quelling
Q wt
albino carotenogenic
nel 1996 (!!) Cogoni e Macino arrivano a 
concludere che:
• il quelling agisce in trans negli eterocarionti
• è dominante e quindi dipende da una molecola 
DIFFUSIBILE
• non dipende da fenomeni di metilazione del 
DNA
• il fenomeno del quelling è strettamete associato 
alla presenza di trascritti (RNA) del transgene 
omologo alla gene silenziato
• è indipendente da promotori che controllino la 
trascrizione del transgene
• suggersicono che il determinante 
molecolare del quelling sia un RNA, coinvolto 
in interazioni RNA-RNA o RNA-DNA
Cogoni e Macino nel 1996 avevano anticipato molte delle evidenze a venire
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co-soppressione in piante
Jorgensen, negli anni `90, nel tentativo di aumentare la pigmentazione floreale di petunie 
transgeniche, introduce  il transgene della calcone sintasi (chsA), enzima implicato nella produzione 
delle antocianine
la perdita di chsA mRNA citosolico non è dovuta ad una ridotta trascrizione del gene endogeno, 
ma è associata  a formazione di dsRNA complementari generati da trascrizione del transgene.
invece che provocare una pigmentazione più intensa, 
osserva una perdita di colorazione del fiore, associata a 
scomparsa del trascritto chsA.
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il silenziamento è diffusibile sistemicamente
• fenomeno simile a quelling in 
funghi
• la trascrizione di un transgene 
induce il silenziamento del 
transgene insieme a geni con 
sequenze omologhe al transgene
• trasmissibile, diffusibile, 
reversibile
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photo: courtesy Elizabeth Goodwin
Caenorhabditis elegans dal 1974, due premi Nobel
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RNA senso e antisenso par-1 provocano gli stessi fenotipi !
la prima divisione assimmetrica in C. elegans è inficiata in mutanti del gene par-1
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1998: Fire e Mello gettano una luce inattesa sul fenomeno
articolo da leggere per lun 10 ottobre , discussione in aula
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